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Kondensationen benotigen -Ut 1 bis 2 Stunden 

Laktionszeit; *wUchen den "•^'""""^^iT . 
Kegel etwa 10 zwischenschritte erforderlxch. fur to. ]• 
Z 2 bis 15 Minuten gerechnet werden mussen.) Die 
He stellun, von Peptiden bestehend ,u» einer groCeren 
Labi von A»inosauren 1st somit sehr iangwxerxg. 
arbeitsintensiv und teuer. 

Fur die Festphasensyntbese analoger Peptide 1st von 
I * Houotaten <Proo. Hatl. Acad. Sci, USA, Vol. 82. 

;^rtST August 1985. I^unology) eine Hetbode 
Telohriecln ««den. Danach wird der poly-ere Trager fur 
die sXse in Portionen von J. 50-100 „ in kleine 
p rosfpolypropylenbeutel gefUllt. die Beute werden 
Lgescbmolzen. die in den Synthesen 
Zwischenschritte (Wasehen. Beutralisieren. Unvote* 
2 Ichutzgruppen) werden an alien °^J£^° 
in einem gemeinsamen Reaktionsgef SB ausgefuhrt. dxe 
Icemen Kondensationen ^J^^^ 

werden. 

Ber »achteil der beschriebenen 

die Handbabung der Beutel etwas urcstandUch xst. 

T, Beutel nicht wieder verwendet werden konnen, daB 

! u r dH Kondensationen der verscbiedenen Peptide d,e 
Beutel voneinander getrennt werden mussen und ke^e 
Kontrollproben wahrend der gansen Synthese entno^n 
werden konnen. 

In der deutscben Patentanmeldun, Hr. P 38 28 576.2 
und in der verM f entlichung G. Schnorrenberg »nd 
H. Gerbardt. Tetrahedron Vol. 45, Ho. 24. 
7759 .7764. 1989 wird ein Verfahren und exne 
Vorrichtun, beschrieben, die die automatxsche 
simaltane Synthese mehrerer Polypeptide 
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Re.ktionen die erforderlichen aeagenzxen xn den 
vorratsgefaBen vorzubereiten. Aus ien 
Beaktionszeiten ergibt slch. daB es 

eine Microtiterplatte zu verwenden, axe nxcat mehr als 
96 weixs enthalt. De»entsprechend konnen xn exnem 
Programaablauf maximal 96 verscbiedene ^^.eptxde 
synthetisiert werden. Entsprechend den, Program-, das 
a « Syntnese dieser Peptide angepaBt worden xst. brxngt 
der Soter die Reagenzien »nd Waschf Ittssxgkexten xn 
die einzelnen wells ein und saugt nach der 
entsPrecbenden verweilzeit die ttber dem Trager stenende 
Fllissigkeit jeweils ab. Anhand des z«exarmxgen 
ripe«ier- R =bcter= KSP 50=2 der Eirme TECH «ird das 
verfabren und die notige Anpassung des Gerates an das 
ZtZZ uaher erlautert. Die Anwendung d« 
ist jedoch nicht auf dieses Gerat beschrankt. 
P pettier-Boboter anderer Bauart. insbesondere aucb 
ein- Oder mehrarmige Boboter konnen gemaB der 
vorliegenden Erfindun, fur das Verfabren angepaBt 
werden. Es wird eine Microtiterplatte mxt 96 « ells 
ge^tblt. Bin well faBt .. B. 10 mg Harz. das mx exner 
Linosiure beladen sein kann, und etwas n*br ,1s 
300 ul Flttssxgkext. Diese Menge Harz entsprxcht etwa 
300 f » aerstellung von 

5 vmol Aminosaure bzw. xst 
etwa 5 uraol Peptid geeignet. Ubliche 
TrSgermaterialien auf Polystyrol- Oder 
Polyacrylan-idbasis sind verwendbar. Es ist zweckmaBxg. 
Peptide aufzubauen. die maximal 20 Aminosauren 
entnatten. Die d.fttr benotigten Reagenzlosungen und 
;.s=b«tts igkeiten werden in den dafttr -gesebenen 
TrratsgefaBe, vorbereitet. a™ 1 des Gerates xst mxt 

•^■r nosierpipette versehen, Arm 2 mit einer 
raXute^t SpUXvo^i™. Oiese Spu^-tun* 
ist vorzugsweise mit einem separat stehenden 
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vorratsgefa* fttr das verwendete Losungsmittel 

angeschlossenen PC vorge * Ee agenzlo S ungen, die 

Me zudosierung samtucner y 
t I vorratsgefaBen entnonmen warden. Bevot di. 
aas offenen Vorratsgerao ,.„,.. zu einer anderen 

Oosierpipette von einer R eagen*lo sung - e 

M e=nse«. wird <^ °°"Xe He "p«l "Va™ 2 
Spulposition mlt ^^'^ ,ersehene Kanule das 
etfol8 t uber - W a S cbflus S i,Xeiten. Zur 

Ab saugen der ™«>™ en und Kontaminationen der 

Verhinderung von H » zver " AuBenselte aiesei Kanule 
^nacnbartan «ells « rt ^ »^^ ltt . 1 B ber eine an 
na =b iede* g-spult. Mit 

der KanUle se.tlxch angeb aer nScnste 

diesem Losungsmttel wird «* e ^ ale Kanttle in 

waschvorgang begonnen. * nsc *" m aie ^trennung 

el „er KanulenspUlposition ^"^^^ uber 
des Peptids von H.rz wxrd «£• Trxf 

•, j- wells eingebracnt . sacn 
Arm 1 « die «ell glta nttle die Losung 

^spaltung «r - [™ ^oUterplatte 

Die bescbriebene J^^ST^ 
antomatische simultane s ^<* es _ aas ^augen 

Es « ^-J^^U. Kann, und 
der ^" ur das Absaugen der Keagentien 

daB relatxv v«l Zeit ^ Meraen muB . Die 

und ««= WiasS19kelten .;!™! naet die genannten 
vo rliegende Srfindung J Re a kti ons,e £ aBe 
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, en Et£ indung i«t eine 
votricbtung «ut F estphasensyntheseme 

*- UDd euro. Get aB «*• 

lSt ' Ztfrt*!"* 1 ' * st so«ie WWW-" » 

SyntMsevettaM 8f{nuM en »t •» 

£XJ=.-— , 

Wetden * ein verfalxren zur 

^^ inogmP8 en 
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waschf lussigkeiten durch einen oder mehrere 
R oboterarm(e) mit Kaniile aus den entsprechenden 
vorratsbehaltern in die Reaktionsgef aBe eingebracht 
werden und jeweils nach der benotigten Verwexlzext der 
Reagenzien beziehungsweise waschf lussigkeiten dxe xn 
d en ReaktionsgefaBen oberhalb der Filter bef x^dlxchen 
Flussigkeiten uber die Haltevorrichtung glexchzextxg 
abgesaugt werden, wobei die einzelnen Schritte des 
verfahrens durch das im Computer, der an den Roboter 
angeschlossen ist, vorgegebene Programm gesteuert 
werden. Eine bevorzugte Ausfiihrung besteht darxn, daB 
wahrend des ganzen Syntheseverf ahrens, ausgenommen sxnd 
nur die Phasen, in denen die Flussigkeiten abgesaugt 
werden, inertgas in die Haltevorrichtung ~»^extet 
wirfl , das unter so geringem Druck gehalten wxrd, daB es 
in den Reaktionsgefaflen nur das Durchsickern der 
Flussigkeiten durch die Filter verhindert. 

in einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm der Vorrichtung 
besteht die Haltevorrichtung aus einem wannenform gen 
Gefafl mit plattenf ormigem Deckel, wobei der Deckel 
Sffnungen aufweist, in denen ,e ein ReaktxonsgefaB 
gehalten wird. 

Geeignetes Material fur die Haltevorrichtung und die 
BeaktionsgefiBe ist z.B. Glas. Metall (vorzugswexse 
rostfreier Stahl>. *olypro Py len. Teflon oder rolva-nxd 
66 Oder eine Kombination dieser Materialien. 

D i. Haltevorrichtung und die KeaRtionsgef aBe s ° 
"ufeinander afcoestin-t sein. daB die *ea*tronsgef aBe 
"est in der Haltevorrichtung ruhen. Das kann z.B durch 
ntnschrauhen oder EinstecKen der KeaRtionsgef aBe » dxe 
Haltevorrichtung erfolgen. 
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In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm der Vorrichtung 
ist der Deckel der Haltevorrichtung mit entsprechenden 
konischen Gffnungen versehen und vorzugsweise aus 
Teflon Oder Polyamid 66 hergestellt. Die Reaktions- 
gef afie sind zylinderische Glasbehalter, die in ihrem 
unteren Teil einen Glasschliff aufweisen, der in die 
Haltevorrichtung eingesteckt wird. Die Filter , die die 
unteren 6ffnungen der Reaktionsgef HBe abdecken, sind 
Glasfilterfritten Oder Tef lonf ilterf ritten. (Vorteilhaft 
ist es, Reaktionsgef SBe zu verwenden, die im Boden je 
eine Bohrung aufweisen, in die die Tef lonf ilterf ritte 
eingelegt beziehungsweise eingeprefit wird. Nach 
Beendigung eines Synthesecyclus konnen diese Fritten 
durch neue Fritten ersetzt werden.) 

Wenn die erf indungsgemafie Vorrichtung mit dem genannten 
Pipettier-Roboter betrieben wird, ist es zweckraaBig die 
Vorrichtung mit maximal 48 Reaktionsgef aBen zu bauen. 

Die Anwendung des Verfahrens ist jedoch nicht auf 
dieses Gerat beschrankt. Pipettier-Roboter anderer 
Bauart« insbesondere auch ein- Oder mehrarmige Roboter 
konnen gemaB der vorliegenden Erf indung fur das 
Verfahren angepaBt werden. 

Fur die Ausfiihrung des erf indung sgemaBen Verfahrens 
wird in den Reaktionsgef aBen je z.B. 10-50 mg Harz 
vorgelegt. Diese Menge Harz entspricht etwa 5-25 umol 
Arainosaure bzw. ist fur die Herstellung von etwa 
5-25 iimol Peptid geeignet. Ubliche Tragermaterialien 
auf Polystyrol- oder Polyacrylamidbasis sind 
verwendbar. Es ist zweckmafiig. Peptide aufzubauen, die 
maximal 30 Aminosauren enthalten. Die dafur benotigten 
Reagenzlosungen und Waschf lussigkeiten werden in den 
dafiir vorgesehenen Vorratsgef aBen vorbereitet. Der Arm 
des Pipettier-Roboters ist mit einer Dosierpipette 
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versehen. Die Synthese erfolgt nach dem » 
angeschlossenen PC vorgegebenen Program*. Damxt erfolgt 
die Zudosierung samtlicher Reagenzlosungen, die aus mxt 
Teflon-Septen verschlosenen Vorratsgef aBen entnommen 
wetden. Bevor die Dosierpipette von einer Reagenzlbsung 
zu einer anderen wechselt, wird die Dosierpipette in 
einer speziellen SpUlposition mit Losungsmxttel 
gespUlt. Analog werden die benotigten 
WaschflUssigkeiten eingebracht. Die Abspaltung des 
gewUnschten Peptids vom Trager mit Trif luoressxgsaure 
kann analog automatisch oder manuell ausgefuhrt werden. 

Das Absaugen aller FlUssigkeiten aus den 
ReaktionsgefaBen der jeweiligen Umsetzung oder den 
Waschschritten erfolgt in alien Reaktionsgef aBen 
gleichzeitig durch die an die Haltevorrichtung 
angeschlossene Absaugvorrichtung (z.B. 
wasserstrahlpumpe oder Membranpumpe) - 

X* allgemeinen wird DMF oder N-Methylpyrrolidon als 
Losungsmittel eingesetzt. Dement sprechend miissen die 
Reaktionsgef SBe und die eventuell vorgesehene 
Spulvorrichtung aus losungsmittelbestandigem Materxal 
gefertigt sein, z.B. aus Glas, Polypropylen oder 
Teflon, in den handelsiiblichen Geraten sind die 
Dosxerpipetten aus Edelstahl gefertigt. Dieses Materxal 
1st fur das erfindungsgemaBe Verfahren geexgnet. 

Das Verfahren wird zum Beispiel mit folgenden Mitteln 
ausgefuhrt (Mengenangabe pro Well): Ausgangsmaterxal 
ist 10 mg mit Fmoc-Aminosauren beladenes Harz 
(KorngroBe 200-400 mesh); Fmoc geschutzte Amxnosauren 
werden in bis zu 10 fachem UberschuB fur jeden 
einzelnen Kupplungsschritt eingesetzt, d.h. 200 ul 
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DMF-Losung von 75 £l W J „ 
3 * nivrF Die Abspaltungszext ist ca. 20 

set* - — -* i— ~* 

DMF ausgefiihrt. 

*^«-5pn Gruppen (NH,, OH) kann 
D as Acylieren von frexen Grupp J Z . B . 

an axog dure* Zugabe ^^^..i BeendigU ng 

Aufarbeitung zugefuhtt. 

« « €«rtiaen Peptids vom Trager kann in 
Die Abspaltung de M .rtxQ« ^ ^ von 

d en ^^^20 2^t« Keaktionszeit). Die 
Trifluoressxgsaure (20 nx ofaigen 

peptiae --^^ - a« 

peptidsynthese in g these w erden die 

e rf ina»n g sae^e ernaiten. 
Peptide trotzdem in senr noa 

« i his 3 wird ein Beispiel der 
» den Fxguren 1 bxs 3 isch gezeigt . 

erfindungsgemafien Vorrxcntung 

• . *i G Haltevorrichtung bestehend aus Wanne 
De^kl lTl> - wanne U) « « - 

Schraubverschlusse, dxe ae bffnungen 
- De ckel verbinden. Der ^^^^regelm'aBigen 
(3 ) auf , die iiber die ganze Flache xn 
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Abstanden angeordnet sind. (In der Zeichnung ist nur 
ein Teil der Sffnungen gezeichnet.) In diese Offnungen 
werden die Reaktionsglaser (4) gesteckt. Falls das 
verfahren nur in weniger Reaktionsgef aBen ausgefuhrt 
wird als der Deckel Sffnungen aufweist, werden die 
unbenutzten Qffnungen durch Schlif f stopf en verschlossen. 

in der Wand der Wanne (2) sind 2 AnschlUsse (5) und (6) 
vorgesehen. AnschluB 5 ist an die Absaugvorrichtung 
angeschlossen, AnschluB 6 dient der Zufuhr von Inertgas. 

Figur 2 zeigt den Querschnitt einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform der Haltevorrichtung . Diese enthalt ein 
Leitblech 7, das wie ein zweiter Boden in die Wanne (2) 
knapp unterhalb des Anschlusses (5) angebracht ist. Es 
ist leicht abfallend zum AnschluB (5) hin angeordnet, 
so daB restloses Abziehen der abgesaugten Flussigkeiten 
ermoglicht wird. 

Figur 3 zeigt die scheraatische Darstellung eines 
ReaktionsgefSBes (4). Der obere Teil des GefaBes ist 
zylindrisch. Der untere Teil des GefaBes verjungt sxch 
und ist mit einem Schliff (9) fest verbunden. Die 
untere Sffnung des ReaktionsgefSBes ist durch eine 
Glasfilterfritte oder Tef lonf ilterf ritte (8) abgedeckt. 

in diesem Ausfuhrungsbeispiel ist die Wanne (2) aus 
Metall (vorzugsweise V2a-Stahl), der Deckel (1) aus 
Teflon oder Polyamid 66, und die Reaktionsgef aBe (4) 
aus Glas. Die Sffnungen (3) sind konisch und 
entsprechen genau der GrSBe der Schliffe (9) der 
Reaktionsgef aBe. Die Filter (8) sind Glasf ilterf ritten 
G2 oder G3 oder Tef lonf ilterf ritten der Firma G.T. 
Baker Chemikalien, DE-6080 GroB-Gerau, Bestellnununer 
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7329/03. Wenn die Vorrichtung zusammen mit dem 
Pipettierroboter der Firma TECAN/ RSP 5052, verwendet 
wird, ist es zweckmaBig die Wanne (2) mit etwa den 
MaBen 165x127x45 (mm) herzustellen. Die Reaktionsgef aBe 
haben dann eine Gesamthohe von etwa 70 mm, von der etwa 
25 mm auf den zylindrischen Teil oberhalb dex 
Glasfilterfritte entfallen. Der Durchmesser dieses 
oberen Teils betragt 13 mm. Es ist zweckmaBig die 
Vorrichtung fur maximal 48 Reaktionsgef aBe zu bauen. 

Die Haltevorrichtung ist ttber den AnschluB 5 mit einer 
Absaugvorrichtung, z.B. einer Membranpumpe mit 
vorgeschalteter 5 1-Saugf lasche verbunden. Ferner ist 
die Haltevorrichtung liber den AnschluB 6 mit einer 
Inertgaszufuhr (z.B. Stickstofff lasche) verbunden. In 
dieser Leitung ist ein Uberdruckventil (meist 
eingestellt auf etwa 0,1 bar) vorgesehen. AuBerdem sind 
uber z.B. einen PC-steuerbare Regelorgane in den 
Leitungen vorgesehen. 

Eine Variante dieser Vorrichtung ist so gestaltet, daB 
die Wanne <2) nur einen AnschluB aufweist, der uber ein 
PC-steuerbares Dreiwegventil mit den beiden Leitungen 
(Inertgas/Absaugvorrichtung) verbunden ist. 

Das folgende Beispiel erlautert den Ablauf des 
erfindungsgemaBen Verfahrens: Dabei wird die oben 
beschriebene Vorrichtung in Verbindung mit einem 
Pipettier-Roboter verwendet. Der Ablauf des Verfahrens 
ist computergesteuert. Tragermaterial, das bereits mit 
einer geschutzten Aminosaure Oder einem kurzen Peptid 
beladen ist, wird in den Reaktionsgef aBen vorgelegt. 
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Teil des Synthesecyclus: 



Schritt 



Vorgang 



1 
2 
3 
4 
5 

6 
7 
8 

9 

10 
11 
12 
13 

14-40 
41 

42 
43 
44- 

45-48 
49-78 



Ventil N 2 auf, Vakuum zu 
Zudosieren von DMF 3 Min. 
Ventil N 2 zu, Vakuum auf 
Ventil N 2 auf, Vakuum zu 
Zudosieren 40 % Piperidin im DMF 
3 Min. 

Ventil N 2 zu, Vakuum auf 
Ventil N 2 auf, Vakuum zu 
Zudosieren 40 % Piperidin im DMF 
20 Min. 

Ventil N 2 zu, Vakuum auf 
Ventil N 2 auf, vakuum zu 
Zudosieren von DMF 30 Sek. 
Ventil N 2 zu, Vakuum auf 
Ventil N 2 auf, Vakuum zu 
Wiederholung Schritte 11-13 
Zudosieren der gewunschten 
Fmoc-Aminosaure/HOBt in DMF 
Zudosieren DIC/DMF 40 Min. 
Ventil N 2 zu, Vakuum auf 
Ventil N 2 auf, Vakuum zu 
Wiederholung Schritte 41-44 
Wiederholung Schritte 11-13 



Waschen 
Absaugen 

Schutzgruppen- 

Abspaltung 

Absaugen 

Schutzgruppen- 

Abspaltung 

Absaugen 

Waschen 
Absaugen 

Waschen 9x 

1. Kupplung 

1. Kupplung 
Absaugen 

2. Kupplung 
Waschen lOz 



Veglichen mit dem Verfahren und der Vorrichtung gemMB 
der genannten deutschen Patentanmeldung Nr. 
P 38 28 576.2 ermoglicht die erf indungsgemaBe 
Vorrichtung eine wesentliche Verkurzung <etwa 
Halbieren) der fur den Synthesecyclus benotigten Zeit. 
Die Synthese erfolgt verlaBlich und sauber, da die 
Absaugung der Flussigkeiten vollstandig erfolgt. Der 
Ablauf der Synthese kann leicht kontrolliert werden, da 
die ReaktionsgefaBe of fen sind. 
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Patentanspriicha ; 

1. Vorrichtung zur simultanen Synthese mehrerer 

Polypeptide nach der Festphasensyntheseraethode, 
die mehrere Reaktionsgef aBe und eine 
Haltevorrichtung fur die Reaktionsgef aBe 
aufweist, wobei die Reaktionsgef aBe oben und 
unten of fen sind, die untere Offnung der 
einzelnen Reaktionsgef aBe durch einen Filter 
abgedeckt ist, die Haltevorrichtung ein 
schlieBbares GefaB ist, das eine 
AnschluBmoglichkeit fur eine Inertgaszuleitung 
und eine Absaugvorrichtung aufweist sowie 
Offnungen, in denen die Reaktionsgef aBe so 
befestigt werden, daB deren obere Offnungen von 
oben fur das Zugeben der im Syntheseverf ahren 
benotigten Fliissigkeiten zuganglich sind und 
deren untere Offnungen rait dern Innenraum der 
Haltevorrichtung in Verbindung stehen, 

2« Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch 

gekennzeichnet, daB die Haltevorrichtung aus 
einem wannenf ormigen GefaB rait plattenf orraigem 
Deckel besteht, wobei der Deckel Offnungen 
aufweist, in denen je ein Reaktionsgef SB 
gehalten wird. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 

gekennzeichnet, daB die Reaktionsgef aBe 
zylinderische Glasbehalter sind, die in ihrem 
unteren Teil einen Glasschliff aufweisen, der in 
die Haltevorrichtung eingesteckt wird. 
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4. vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Filter, die die 
unteren 6f fnungen der Reaktionsgef SBe abdecken, 
Glasfilterfritten Oder Tef lonf ilterf ritten sind. 

5. vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB die fur das 
Syntheseverfahren benotigten Flussigkeiten durch 
einen Pipettier-Roboter in die Reaktionsgef SBe 
eingebracht werden. 

6. Verfahren zui simultanen Synthese mehrerer 
Polypeptide nach der Festphasensynthesemethode 
unter Verwendung der Vorrichtung nach einem der 
Anspruche 1 bis 5, bei dem polymeres Tragermaterial 
Oder mit der ersten Arainosaure oder einem Peptid 
beladenes polymeres Tragermaterial in den 
Reaktionsgef SBen vorgelegt wird, dann nach der an 
sich bekannten Festphasensynthesemethode in den 
ReaktionsgefaBen die Peptide aufgebaut werden und 
gewunschtenf alls f reie Aminogruppen und/oder 
Hydroxygruppen der Peptide acyliert werden, indem 
die fur die einzelnen Schritte erf orderlichen 
Reagenzien beziehungsweise waschf lussigkeiten durch 

- einen oder mehrere Roboterarm(e) mit Kaniile aus den 
entsprechenden Vorratsbehaltern in die 
ReaktionsgefaBe eingebracht werden und jeweils nach 
der benotigten Verweilzeit der Reagenzien 
beziehungsweise Waschf lussigkeiten die in den 
ReaktionsgefaBe oberhalb der Filter befindlichen 
Flussigkeiten ttber die Haltevorrichtung 
gleichzeitig abgesaugt werden, 
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wobei die einzelnen Schritte des Verfahrens durch 
das im Computer, der an den Roboter angeschlossen 
ist, vorgegebene Programm gesteuert werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet , 
daB wahrend des ganzen Syntheseverf ahrens, 
ausgenommen sind nur die Phasen, in denen die 
Fliissigkeiten abgesaugt werden, Inertgas in die 
Haltevorrichtung eingeleitet wird, das unter so 
geringem Druck gehalten wird, daB es in den 
Reaktionsgef aBen das Durchsickern der Fliissigkeiten 
durch die Filter verhindert. 
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